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1I. 要約
【背景】
当科では子宮頸癌の臨床進行期 IA1（脈管侵襲陽性）～IIA 期に対する治療は広汎
子宮全摘出術を行っている。系統的骨盤リンパ節郭清はその術式の基本の一つである
が、患者は郭清後に発生するリンパ浮腫により QOL が損なわれる。SLN（sentinel lymph
node；センチネルリンパ節）は腫瘍細胞が最初に到達するリンパ節で、癌転移がなけ
れば系統的リンパ節郭清の省略が可能になる。悪性黒色腫や乳癌では SLN 生検を利
用した縮小手術は、予後や術後の QOL の向上に寄与することが報告されており、子
宮頸癌においても同様な効果が期待される。SLN 生検を利用した縮小手術を行うため
には正確なリンパ節転移診断法を必要とするが、通常の最大割面 1 面により行われる
リンパ節転移の検索は、感度が低いために SLN の術中迅速診断に利用することがで
きない。2 mm 毎に分割するリンパ節転移検索法は、転移陰性と診断され系統的骨盤
リンパ節郭清を省略した群が系統的骨盤リンパ節郭清群との比較で予後に差がなく、
骨盤内再発例もないことから診断に利用可能と思われる。しかしながら、2 mm 毎に
分割する方法は微小転移の見逃しが懸念され、正確な診断には限界がある。また、多
切片による検索法は転移検出率が向上するが、病理医や臨床検査技師への負担が大き
くなり術中迅速診断に利用することは難しい。従って、術中の SLN 転移診断では高
精度で迅速、簡便に癌転移を検出する方法の開発が望まれている。OSNA 法（one step
nucleic acid amplification method；ワンステップ核酸増幅法）は、リンパ節内の標的
2mRNA を増幅させて定量的に計測し、短時間で癌転移の有無を診断する新規の転移リ
ンパ節診断法である。OSNA 法は、すでに乳癌のリンパ節転移迅速診断法として有用
性が示され臨床応用されているが、子宮頸癌においてはその有用性が検討されていな
い。そこで、本研究では子宮頸癌においても OSNA 法の有用性が期待されるため検討
を行った。
【目的】
子宮頸癌におけるOSNA法によるリンパ節転移の最適な診断マーカーを明らかに
し、OSNA 法を利用した子宮頸癌におけるリンパ節転移の術中検出法の有用性を検討
することを目的とした。
【方法】
子宮頸癌のリンパ節転移診断に有用である mRNA マーカーの候補 mRNA を GEO
（Gene Expression Omnibus; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）より抽出して、一次スク
リーニングで組織学的転移陽性及び陰性リンパ節（プール検体）での発現をリアルタ
イム定量 RT-PCR 法で評価して候補 mRNA を選択した。二次スクリーニングでは組織
学的転移陽性リンパ節 16 個と陰性リンパ節 16 個の個別検体を用いて選択した候補
mRNA の発現をリアルタイム定量 RT-PCR 法で確認し、転移陽性、陰性リンパ節間で
の発現量の差が最も大きい mRNA を診断に適する候補とした。診断に最適な mRNA
マーカーは組織学的転移陽性リンパ節 22 個、陰性リンパ節 217 個を対象として OSNA
法を行い、各 mRNA マーカーに対してカットオフ値を設定後、精度を比較すること
3で決定した。OSNA 法の性能は SLN（32 症例 130SLN）を 2mm 毎に分割した病理組
織診断の結果と比較検討し、病理組織検査に対する同等性を確認することで評価した。
【結果】
GEO より抽出した 31 種類の mRNA に HPV（human papilloma virus；ヒトパピロ
ーマウイルス）16E6 mRNA を加えた 32 種類の mRNA を候補とした。一次スクリー
ニングでは CK（cytokeratin；サイトケラチン）19 と CK15、CK17、CK4、SERPINB5
（serpin peptidase inhibitor, clade B member 5）、SERPINB3、PI3（peptidase inhibitor 3）、
ANXA8（annexin A8）、FXYD3（FXYD domain-containing ion transport regulator 3）の 9
つの mRNA が選択された。これら 9 つの mRNA のうち二次スクリーニングでは、転
移陽性と陰性リンパ節間での発現量の差（ΔCt 値）は CK19 が 5.4 で最大であったが、
ANXA8 も 5.3 とほぼ同等であったため、両者については OSNA 法による検討を行っ
た。設定したカットオフ値に基づいて CK19 mRNA（カットオフ値 250 copies/μL）と
ANXA8 mRNA（カットオフ値 75 copies/μL と 100 copies/μL）の OSNA 法の精度は、
特異度と陽性適中率、一致率に有意差を認め（p<0.05）、ANXA8 mRNA よりも CK19
mRNA の方が優れていた。従って、CK19 mRNA を診断に最適なマーカーとした。CK19
mRNA を用いた OSNA 法の性能評価では、病理組織検査が転移陽性 6 個、転移陰性
124 個の診断結果であったのに対し、一方 OSNA 法は転移陽性 5 個、転移陰性 125 個
で、2mm 毎の病理組織診断と OSNA 法の一致率は 96.2%であった。
4【結語】
CK19 mRNA はOSNA法の子宮頸癌におけるリンパ節転移診断マーカーとして有
用であることが示された。OSNA 法による CK19 mRNA の検出は、従来の病理診断法
と同等の精度を有し、術中癌転移検査法として病理学的検索に代わりうる有用な検査
法であると考えられる。
5II. 研究背景
独立行政法人国立がん研究センターがん対策情報センターの調査によると、子宮
頸癌の発症率は 20 歳代で急増しており、女性特有の癌の中で発症率は第 2 位となっ
ている 1)。当科では子宮頸癌の臨床進行期 IA1（脈管侵襲陽性）～IIA 期に対する治療
は広汎子宮全摘出術を行っている。系統的骨盤リンパ節郭清はその術式の基本の一つ
であるが、患者は郭清後に発生するリンパ浮腫により QOL が損なわれ、リンパ浮腫
はその後の人生が長い若い女性にとっては甚大な副作用である。
SLN（sentinel lymph node；センチネルリンパ節）とは、腫瘍細胞が原発巣から最
初に到達すると考えられるリンパ節であり、転移の成立する最初のリンパ節とも言い
換えることができる。この仮説に従えば、SLN に転移がなければ非 SLN には転移が
ないということになり、系統的リンパ節郭清は省略が可能となる。悪性黒色腫や乳癌
では SLN 生検を利用した縮小手術がすでに臨床に応用され、予後の改善や術後 QOL
の向上に寄与することが報告されている 2,3)。また、同定される SLN はリンパ節が少
ないため詳細な転移検索が可能となり、リンパ節転移の検出率が増加することも報告
されている 4,5)。一方、SLN 生検の有用性は婦人科悪性腫瘍においてはまだ確立され
ていない 6-10)が、子宮頸癌ではこれまでに SLN 生検の妥当性の検証に関する報告が多
数集積され、多施設共同試験の検証結果では腫瘍径 20mm 以下あるいは両側に SLN
が検出された場合の検出率、感度、陰性適中率は良好な成績となっている 6,11)。さら
に、単施設での系統的骨盤リンパ節郭清を省略した報告では、系統的骨盤リンパ節郭
6清を省略した群は、系統的骨盤リンパ節郭清群との比較で予後に差がないことや、下
肢リンパ浮腫の発生率の減少が指摘されている 12,13)。このように SLN 生検を利用し
た縮小手術は子宮頸癌でも予後の改善や術後 QOL の向上が期待されるが、系統的リ
ンパ節郭清を省略するためには SLN の正確な術中癌転移診断法が必要である。前述
した前向き研究では、術中に SLN を 2mm 毎に分割する検索法を必要とし、SLN の個
数が多い場合には病理医の負担が重いことも問題点として指摘されている。今後は、
子宮頸癌における SLN 生検の有用性が示され、さらにリンパ節転移の検出率が高い
検査方法が利用できれば縮小手術が一般的となる可能性がある。
Batsらは初期子宮頸癌において SLNを長軸に半割し 1切片で転移を検索した場合
の診断精度を評価した。その結果、感度が 22.7%と非常に低く半割 1 切片では 2mm
以下のリンパ節転移を検出できないとし、分子生物学的手法のような他の手法による
リンパ節転移検出法の有用性を検討すべきであると述べている 14)。当科では SLN を
短軸に 2 mm 毎に分割し H&E 染色（hematoxylin and eosin stain；ヘマトキシリン・エ
オジン染色）にて術中迅速診断を行っている。2mm 間隔分割法の感度は 72.7%12)と比
較的良好であったが、術後の ultrastaging（連続切片と免疫組織化学染色の併用）によ
り 2mm 以下の小さな転移が 3 例判明し、2mm 間隔分割法は 2mm 以下の転移が偽陰
性になる懸念がある。
AJCC（American joint committee on cancer；米国がん合同委員会）の乳癌 TNM 分
類に基づいて、リンパ節の転移巣の大きさは、最大径が 0.2mm 未満の ITC（isolated
7tumor cell；孤立性腫瘍細胞）と最大径が 0.2～2mm の微小転移に分類されている。こ
の分類に基づくと、乳癌では ITC と微小転移の存在はともに再発リスク因子とされて
いる 15)。一方、子宮頸癌でも同様な基準でリンパ節転移と予後を検討した研究では、
ITC の予後は転移陰性リンパ節との比較で差を認めないが、微小転移の予後は無再発
生存率と全生存率を低下させ、多変量解析にて独立予後因子であると報告されている
16,17)。
微小転移の検出は、連続切片（0.04～0.25 mm 間隔）を作製し CK（cytokeratin；
サイトケラチン）などの免疫組織化学染色を併用することで検出率は上昇するが
5,18-26)、この方法は病理医や検査技師への労力的負担や検査時間、コストなどの問題が
あるため術中迅速診断に利用することは難しい 27,28)。最近では、リアルタイム定量
RT-PCR 法により CK19 mRNA23)や HPV （human papilloma virus；ヒトパピローマウイ
ルス）16E6 mRNA29)、SCCA（squamous cell carcinoma antigen；扁平上皮癌抗原）mRNA30)
などの検出がリンパ節転移診断に有用であると報告されている。しかし、リアルタイ
ム定量 RT-PCR 法には手技の煩雑さと検査時間の問題が、HPV 16E6 mRNA と SCCA
mRNA の検出には対象となる症例が限られるなどの問題点がある。従って、SLN 生検
を利用した縮小手術を施行するためには術中に高精度で迅速、簡便にリンパ転移を検
出する診断方法の開発が望まれている。
辻本らは OSNA 法（one step nucleic acid amplification method；ワンステップ核酸増
幅法）を開発した 31)。OSNA 法は原理に RT-LAMP（reverse transcription-loop mediated
8isothermal amplification）法を採用し、リンパ節内の標的 mRNA を増幅させて定量的に
計測し、短時間で転移の有無を診断する分子生物学的診断法である。CK19 mRNA マ
ーカーを用いた OSNA 法はすでに乳癌のリンパ節転移迅速診断法として臨床応用さ
れているが 31-35)、子宮頸癌におけるリンパ節転移診断法としての OSNA 法の有用性の
検討は行われていない。また、乳癌の診断マーカーである CK19 mRNA は RT-PCR 法
を用いた場合には子宮頸癌において不適当であるとの報告がある 29,30)。そこで、本研
究では子宮頸癌におけるリンパ節転移の診断マーカーを明らかにし、OSNA 法を利用
したリンパ節転移の術中診断法を確立するために検討を行った。
9III. 研究目的
子宮頸癌における OSNA 法によるリンパ節転移の最適な診断マーカーを明ら
かにし、OSNA 法を利用した子宮頸癌におけるリンパ節転移の術中検出法の有用性を
検討することを目的とした。
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IV. 研究方法
1. mRNA マーカーの選択とカットオフ値を決定するためのリンパ節の収集
子宮頸癌患者のリンパ節は東北大学病院とがん研究会有明病院で収集し、使用す
るまで－80℃に保存した。なお、リンパ節収集は両施設の倫理委員会の承認を得て行
った（東北大学病院：2008-399、がん研究会有明病院：第 2009-1039 号）。
2. mRNA マーカーを選択するためのリアルタイム定量 RT-PCR
リンパ節の調整は氷上で可溶化試薬（Lynorhag; Sysmex, Kobe, Japan）4ml が入っ
たチューブにリンパ節を入れ、NS-7 シャフトを用いたヒスコトロンホモジナイザー
（MicroTec Nichion, Tokyo, Japan）により 25,000rpm で 90 秒ホモジナイズした。リン
パ節のホモジネートを室温で 10,000×G、60 秒間遠心した後、その上清からリンパ節
可溶化液を得た。RNA は RNeasy Mini Kit（Qiagen, Hamburg, Germany）を使用してリ
ンパ節可溶化液から精製し、その後取扱説明書に従って QuantiTect SYBR Green
RT-PCR kit（Qiagen）を用いて定量 RT-PCR を行った。プライマーは Primer Express
Version 2.0 ソフトウエア（Applied Biosystems, Foster City, CA）でデザインし、リアル
タイム定量 RT-PCR 法は 7500 Real-Time PCR System（Applied Biosystems）を用いて施
行した。各 mRNA の発現レベルは Ct 値により評価した。
3. 最適な mRNA マーカーの選択
（1）候補 mRNA マーカーの抽出
子宮頸癌におけるリンパ節転移診断に有用な mRNA は NCBI（National Center for
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Biotechnology Information）が管理する遺伝子発現データベース GEO（Gene Expression
Omnibus; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/）からアフィメトリクス U133 または
U133+2.0 の 65 種類の子宮頸癌発現データ（GSE9750 と GSE5787）と 4 種類のリンパ
節発現データ（GES3526）を抽出した。抽出したデータは β アクチンでノーマライゼ
ーションをして、子宮頸癌において発現が高く正常リンパ節において発現が低い
mRNA で、さらに両者での発現量の差が 100 倍以上の mRNA を候補 mRNA マーカー
として選択した。
（2）最適 mRNA マーカーを同定するための一次スクリーニング
一次スクリーニングでは組織学的転移陽性リンパ節 8 個（扁平上皮癌 4 個と腺癌
4 個）と転移陰性リンパ節 8 個（扁平上皮癌 4 個と腺癌 4 個）の各組織型別のプール
検体について候補mRNAマーカーの発現をリアルタイム定量RT-PCR法により評価し、
扁平上皮癌と腺癌の組織学的転移陽性リンパ節において発現が高く、組織学的転移陰
性リンパ節において発現が低い mRNA マーカーを選択した。リンパ節の切り出し方
はリンパ節を長軸で半割にして a と b ブロックに分けた。a ブロックの中央を c ブロ
ックとし、残りをプライム a ブロックとしてリアルタイム定量 RT-PCR 法に供した。
c ブロックは癌転移の有無を確認するための病理組織検査用のサンプルとし、H&E 染
色と免疫組織化学染色（AE1/AE3）を行い、H&E 染色もしくは免疫組織化学染色が
陽性となったリンパ節を転移陽性リンパ節、H&E 染色と免疫組織化学染色が陰性と
なったリンパ節を転移陰性リンパ節とした（図 1A）。
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（3）最適 mRNA マーカーを同定するための二次スクリーニング
32 例の子宮頸癌患者から得られた組織学的転移陽性リンパ節 16 個（扁平上皮癌 8
個と腺癌 8 個）と陰性リンパ節 16 個（扁平上皮癌 8 個と腺癌 8 個）の個別検体につ
いて一次スクリーニングで選択したmRNAの発現をリアルタイム定量RT-PCR法によ
り確認し、転移陽性、陰性リンパ節間における発現量の差の大きい mRNA を診断に
適する mRNA マーカーの候補とした。リンパ節の切り出し方は一次スクリーニング
と同様にリアルタイム定量 RT-PCR 法と病理組織検査にリンパ節を分配した（図 1A）。
（4）mRNA マーカーのカットオフ値の設定と精度の比較による最適 mRNA マーカー
の決定
診断に最適な mRNA マーカーは、子宮頸癌患者から得られた組織学的転移陽性
22 個（扁平上皮癌 11 個と腺癌 11 個）と陰性リンパ節 217 個（pN0 症例 163 個と pN1
症例 54 個）について二次スクリーニングで選択した mRNA を用いて OSNA 法を行い、
各 mRNA マーカーに対してカットオフ値を設定後、精度を比較することで決定した。
なお、H&E 染色もしくは免疫組織化学染色（AE1/AE3）が陽性となったリンパ節を
転移陽性リンパ節、H&E 染色と免疫組織化学染色が陰性となったリンパ節を転移陰
性リンパ節とした。OSNA 法のリンパ節転移の陽性・陰性を判定するためのカットオ
フ値は ROC 曲線（receiver operating characteristic curves；受信者動作特性曲線）による
解析に基づいて設定した。OSNA 法は氷上で可溶化試薬（Lynorhag; Sysmex, Kobe,
Japan）4ml が入ったチューブにリンパ節を入れ、60 秒ホモジナイズ（Sysmex 製シャ
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フト）し、リンパ節可溶化液を室温で 10,000×G、60 秒遠心して中間層を測定サンプ
ルとした。OSNA 法の測定は、6 種のプライマーを含む遺伝子増幅試薬（Lynoamp BC;
Sysmex, Kobe, Japan）を用いて遺伝子増幅検出装置（RD-100i; Sysmex, Kobe, Japan）に
より行った 31)。標的 mRNA は副産物であるピロリン酸マグネシウムの析出による吸
光度を465nmで測定した。試料中の標的mRNA濃度は検出時間と試料中の標的mRNA
量との間に相関関係があるため、既知濃度の 3 点キャリブレーターより作成した検量
線から算出した。リンパ節の切り出しは前述した方法と同じである（図 1A）。
4. 性能評価
OSNA 法の性能評価は SLN を 2mm 毎に分割した病理組織診断の結果と比較検討
することにより病理組織検査に対する同等性を確認することで評価した。検体の SLN
は 2009 年 4 月から 2013 年 1 月の間に当施設で手術を施行された 32 例の子宮頸癌患
者から得られた 130 個を対象とした。対象症例の臨床病理学的特徴を表 1 に示した。
症例 1 から 17 には SLN が転移陰性で系統的リンパ節郭清を省略した SLN 生検群と
SLN が転移陽性であるためにリンパ節郭清術を施行した系統的リンパ節郭清群が含
まれる。SLN 生検を利用した縮小手術は当科のプロトコール 12)に準じて FIGO
（International Federation of Gynecology and Obstetrics）2008 IA1 期（脈管侵襲陽性）と
IA2 期、IB1 期、IIA1 期を対象とし、画像診断上リンパ節転移陽性と判断される症例
や腫瘍が 3cm 以上の症例は除外した。SLN は RI 法（99mTc－フチン酸：DRL, Tokyo,
Japan）と色素法（パテントブルー：Sigma, St Louis, MO）の併用で同定し、術中に SLN
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が片側のみに検出されたか全く検出されなかった患者と迅速診断で転移陽性と判明
した患者に対しては系統的骨盤リンパ節郭清を行った。一方、SLN が両側に検出され
術中迅速診断で転移を認めない患者は系統的骨盤リンパ節郭清を省略した。症例 18
から 20 は系統的骨盤リンパ節郭清術を施行され、最終病理組織診断で腺癌と診断さ
れた症例である。症例 21 から 32 は広汎子宮頸部摘出術と系統的骨盤リンパ節郭清術
を施行された症例である。同定した SLN の転移診断は術中に病理検査室で行われた。
病理検査室に提出した SLN は短軸に 2mm 毎に分割され、診断後偶数ブロックを
OSNA法のサンプルとした。例えば図1Bに示したようにSLNが4分割された場合は、
3 割面すべてについて凍結切片を作製し H&E 染色にて診断した後、偶数ブロックで
あるブロック 2 と 4 を OSNA 法 31)で解析した。
病理組織診断では観察面における転移巣の最大径が 2 mm 以上を大型転移、0.2
mm～2 mm を微小転移、0.2 mm 未満を ITC とした。
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V. 研究結果
1. 最適な mRNA マーカーの選択
（1）候補 mRNA マーカーの抽出
GEO より 31 種類の mRNA を抽出した。さらに、子宮頸癌の発癌遺伝子である
HPV 16E629) mRNA は文献的にリンパ節転移検出マーカーとして有用であると報告さ
れているため、HPV 16E6 mRNA を加えた 32 種類の mRNA を候補 mRNA マーカーと
した。
（2）最適 mRNA マーカーを同定するための一次スクリーニング
32 種類の mRNA のうち CK19、CK15、CK17、CK4、SERPINB5（serpin peptidase
inhibitor, clade B member 5）、SERPINB3、PI3 （peptidase inhibitor 3）、ANXA8（annexin
A8）、FXYD3（FXYD domain-containing ion transport regulator 3）が腺癌と扁平上皮癌
の組織学的転移陽性リンパ節における発現量が高く、組織学的転移陰性リンパ節にお
ける発現量が低かったことから一次スクリーニングではこれら 9 つの mRNA が選択
された（図 2）。HPV 16E6 mRNA は扁平上皮癌の転移陽性リンパ節での発現量が高か
ったが、腺癌の転移陽性リンパ節での発現量が低かったために除外した。
（3）最適 mRNA マーカーを同定するための二次スクリーニング
9 つの mRNA のうち CK19、CK17、SERPINB5、ANXA8、FXYD3 mRNA に転移
陽性リンパ節、陰性リンパ節間での発現量の差を認めた（図 3）。これら 5 つの mRNA
の転移陽性リンパ節の最小値と転移陰性リンパ節の最大値の発現量の差（ΔCt 値）は
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それぞれ 5.4、1.0、2.8、5.3、3.7 であり、発現量の差が最大なのは CK19 であった。
しかしながら、ANXA8 もほぼ同等の発現量の差を有すると考えられたため、この 2
つの mRNA についてはさらに OSNA 法による検討を行った。
（4）mRNA マーカーのカットオフ値の設定と精度の比較による最適 mRNA マーカー
の決定
CK19 mRNA の OSNA 法の測定結果と ROC 曲線を図 4A と図 4B に示した。CK19
mRNA のカットオフ値は 25～5000 copies/μL をカットオフ値とした場合の感度と特異
度を ROC 曲線で評価したところ、カットオフ値を 100 copies/μL と 250 copies/μL にし
た場合が感度と特異度に優れていた（図 4B）。病理組織診断を gold standard としてカ
ットオフ値 100 copies/μL と 250 copies/μL の精度を比較してみると、特異度と陽性適
中率、一致率に有意差を認め（母比率の差の検定：P<0.05）、カットオフ値を 250
copies/μL とした場合のほうが優れていた（表 2）。従って、CK19 mRNA を用いた OSNA
法では 250 copies/μL をカットオフ値とした。このカットオフ値に基づけば、組織学的
転移陰性の pN1 症例の 2 個が陽性（270 と 410 copies/μL）、組織学的転移陽性リンパ
節の 2 個（2 症例）が陰性（37 と 100 copies/μL）となり、陰性判定となった組織学的
転移陽性リンパ節の 2 個は H&E 標本にて孤立性腫瘍細胞であった（図 4A）。次に、
ANXA8 mRNA の OSNA 法の測定結果と ROC 曲線を図 5A と図 5B に示した。同様に
25～5000 copies/μLをカットオフ値とした場合の感度と特異度をROC曲線で評価した
ところ、カットオフ値を 75 copies/μL と 100 copies/μL にした場合が感度と特異度に優
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れていた（図 5B）。病理組織診断を gold standard としてカットオフ値 75 copies/μL と
100 copies/μL の精度を比較してみると両者の精度は同等であった（表 3）。従って、
ANXA8 mRNAを用いたOSNA法のカットオフ値は 75 copies/μL と 100 copies/μLのど
ちらかであると考えられた。各カットオフ値に基づくと、組織学的転移陰性の p N0
症例で 11 個（80～240copies/μL）が 75 copies/μL 以上を、9 個（120～240 copies/μL）
が 100 copies/μL 以上を呈し、pN1 症例では 2 個（270 と 330 copies/μL）が 100 copies/μL
以上を呈した。一方、組織学的転移陽性リンパ節では 4 個が 75 copies/μL 未満（21、
45、48、84 copies/μL）を呈し、H&E 標本にて 2 個が孤立性腫瘍細胞、2 個が大型転
移であった（図 5A）。設定したカットオフ値に基づいて CK19 mRNA（カットオフ値
250 copies/μL）と ANXA8 mRNA（カットオフ値 75 と 100 copies/μL）の精度を比較す
ると、特異度と陽性適中率、一致率に有意差を認め（母比率の差の検定：p<0.05）、
ANXA8 mRNA よりも CK19 mRNA の方が優れていた（表 4）。従って、CK19 mRNA
を子宮頸癌のリンパ節転移診断に最適な mRNA マーカーとした。
2. 性能評価
対象とした 32 症例を系統的骨盤リンパ節郭清群と SLN 生検群に分け、SLN 同定
数と SLN 転移の有無を表 1 に示した。系統的骨盤リンパ節郭清群における摘出リン
パ節数の中央値は 40 個（範囲：24～57 個）であった。32 症例の経過観察期間中央値
は 24.5 ヵ月（範囲：3～47 ヵ月）で全例骨盤内に再発を認めず生存している。SLN を
2mm 毎に分割した術中の病理組織診断と CK19 mRNA を用いた OSNA 法の結果を表
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5 に示した。病理組織検査では転移陽性 6 個、転移陰性 124 個の診断結果であったの
に対し、一方 OSNA 法は転移陽性 5 個、転移陰性 125 個で、病理組織診断と OSNA
法の一致率は 96.2%、感度は 50%、特異度は 98.4%であった。
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VI. 考察
子宮頸癌の SLN について ultrastaging で転移を検索すると、H&E 染色にて転移を
認めない SLN から 1.7～20%の微小転移が検出される 5,16,18-24,36)。ultrastaging によりリ
ンパ節転移の検出率は上昇するが、検査対象が SLN に限られたとしても診断が出る
までに時間を要しコストもかかるなどの欠点があり、ultrastaging を術中迅速診断に利
用することは難しい。最近、リンパ節転移診断法に分子生物学的手法を応用する試み
が報告され、現在乳癌ではリンパ節転移診断法として CK19 mRNA を用いた OSNA 法
が臨床応用されるようになっている 31-35),37,38)。さらに OSNA 法は胃癌や大腸癌におい
ても CK19 mRNA を診断マーカーとして臨床への応用が検討されている 39-41)。
OSNA 法は、RNA の抽出・精製が不要で検体可溶化～検出まで 40 分前後で結果
が得られ、従来の定量 RT-PCR 法に比べ簡便で迅速な検査法である。OSNA 法は原理
に RT-LAMP 法を採用しており、その RT-LAMP 法の特徴は反応が 65℃の一定温度で
進み、初めに 4 種類のプライマーを用いて自己を鋳型とする増幅サイクルの起点構造
を作り、2 種類のループプライマーを用いることで短時間にターゲット配列を含む
DNA 鎖の増幅が可能となることである。また、OSNA 法は定量 RT-PCR 法よりも特異
性の高いことが利点である 31)。OSNA 法ではゲノム DNA は可溶化試薬が pH3.5 であ
るため遠心により沈殿し測定サンプルに含まれない。仮にゲノム DNA が測定サンプ
ルに残っていたとしても、65℃の一定温度で反応が進むためゲノム DNA が変性をし
て 1 本鎖にならないので増幅される可能性が非常に低い。さらに、6 種類のプライマ
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ーが結合しなければ標的 DNA 鎖が増幅されないため特異性が高いと言える。
本研究において CK19 mRNA は OSNA 法を用いて子宮頸癌のリンパ節転移を検出
するための最適マーカーであり、250 copies/μL をカットオフ値とした場合に OSNA 法
と 2mm 毎の病理診断の一致率は 96.2%と高かった。CK は上皮細胞の細胞骨格を形成
する中間フィラメントの 1 つである。等電点によって酸性ケラチンと塩基性ケラチン
に分類され、両者はそれぞれ 2 本ずつのケラチン線維が 4 量体を形成した形で発現す
る。CK は分子量による分類では 40～64kD の低分子ケラチンと 48～67kD の高分子ケ
ラチンに分けられ、CK19は低分子ケラチンに属する。CK19フラグメント（CYFRA21-1）
は肺癌組織中に豊富に存在し、非小細胞肺癌、特に扁平上皮癌の腫瘍マーカーとして
有用であると報告されている 42)。Van Trappen らは CK19 mRNA の発現をリアルタイ
ム定量 RT-PCR 法によって検討し、上皮性良性疾患から得たリンパ節 32 個中 1 個の
リンパ節だけに非常に低い発現を認めるだけで子宮頸癌患者のリンパ節において特
異性が高いことを報告した 43)。しかしながら、Häfner らと Yuan らは CK19 mRNA は
正常リンパ節に発現するため、微小転移の検出に適さず、子宮頸癌の SLN 転移検出
には Häfner らは HPV 16E6 mRNA が、Yuan らは SCCA mRNA が診断マーカーとして
CK19 mRNA より優れていると報告している 29,30)。しかしながら、Häfner らの研究に
おいて、転移陽性リンパ節と正常リンパ節の CK19 mRNA の中央値は両者間で 10,000
倍以上の発現差を認め、CK19 mRNA の発現差は転移陽性リンパ節と正常リンパ節の
各サンプル数を増やすことにより両者間で有意差を示すと推測される。また、Yuan
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らの研究においても転移陽性リンパ節と正常リンパ節のCK19 mRNAの中央値は両者
間で 40,000 倍以上の発現差を認めた。リンパ節転移診断に用いる診断マーカーは転移
陽性と陰性リンパ節を明確に分離できることが重要であり、CK19 mRNA は Häfner ら
と Yuan らの研究においてそれぞれの結果に CK19 mRNA の適切なカットオフ値を設
定すればリンパ節転移診断に有用であると考える。従って、本研究と先行研究との結
果に矛盾はなく、先行研究の結果は OSNA 法によって CK19 mRNA を検出することが
子宮頸癌におけるリンパ節転移診断に有用である証明にもなる。本研究において HPV
16E6 mRNA は腺癌の転移陽性リンパ節における発現量が低く、SERPINB3（SCCA）
mRNA は転移陽性リンパ節と転移陰性リンパ節間の発現量に差を認めなかった。HPV
16E6 mRNA は、本研究では組織学的転移陰性リンパ節内で低発現であり、Häfner ら
の報告ではコントロールに発現を認めていないことから 29)、リンパ節内で検出された
場合は癌転移である可能性が高く診断マーカーとして有用であるかもしれない。しか
しながら、子宮頸癌における HPV 16 の検出率は全扁平上皮癌症例の約 54%、全腺癌
症例の 32%または 42%44,45)である。仮に HPV 16E6 mRNA を診断マーカーとしてリン
パ節転移診断を行った場合、約 50%の偽陰性が生じる可能性がある。従って、本研究
では子宮頸癌におけるリンパ節転移検出のための診断マーカーとして HPV 16E6
mRNA と SCCA mRNA を選択しなかった。一方、本研究の二次スクリーニングで
ANXA8 mRNA の有用性が示された。ANXA8 mRNA の子宮頸癌リンパ節転移検出マ
ーカーの有用性に関する報告は本研究が最初である。アネキシンはカルシウムとリン
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脂質に結合するタンパク質ファミリーで、ベシクル輸送や細胞分裂、アポトーシス、
カルシウムシグナリング、増殖制御など様々な機能を有する 46)。アネキシンには A1
～A13 のサブタイプがあり、特定の腫瘍で発現の増加と欠失を認めることが知られて
いる。ANXA8 は急性骨髄性白血病や膵癌で過剰に発現し、乳癌では発現の減少が報
告されている。本研究の検討により、診断マーカーとしては HPV 16E6 mRNA や SCCA
mRNA よりむしろ ANXA8 mRNA の方が有用の可能性がある。最適な診断マーカーと
しての条件は、転移陽性リンパ節中における発現量が高く、転移陰性リンパ節中にお
ける発現量が低く、転移陽性リンパ節と転移陰性リンパ節間の発現量の差が明確であ
り、かつ発現量が組織型および個人によって大きく変動しない mRNA である。CK19
mRNA は本研究の結果から組織型や HPV タイプに影響を受けず、リンパ節転移診断
に最適なマーカーであると考える。
性能評価において OSNA 法と病理組織診断の結果の不一致は 5 個の SLN に認め
た（表 6）。サンプル 1 と 2 は病理組織診断が転移陽性であったが、OSNA 法は転移陰
性（250 copies/μL 未満）を示した。この 2 つのサンプルについて病理組織標本を奇数
ブロックと偶数ブロックに分けて観察すると、奇数ブロックの 1 割面のみに微小転移
を認め、偶数ブロック割面に転移は観察されなかった。さらに偶数ブロックについて
は CK19 mRNA を用いたリアルタイム定量 RT-PCR 法による追加検討を行ったが、2
つのサンプルとも組織学的転移陰性リンパ節と同程度の Ct 値であった（表 6）。従っ
て、サンプル 1 と 2 における不一致の要因は転移が奇数ブロックのみに含まれ、偶数
23
ブロックには含まれていなかったために OSNA 法が転移陰性の結果になったと考え
られる。サンプル 3 は 2 分割され、ブロック 2 を OSNA 法に供した。病理組織検査で
はブロック 1 の割面に微小転移を、ブロック 2 の割面には ITC が観察された。ブロッ
ク 2 の CK19 mRNA を用いたリアルタイム定量 RT-PCR 法による追加検討は、組織学
的転移陰性リンパ節と同程度の Ct 値であった（表 6）。サンプル 3 における不一致の
要因は OSNA 法が転移巣の小さい ITC を検出できないために転移陰性の結果になっ
たと考えられる。先行研究でカットオフ値 250 copies/μL は 0.3～0.4mm3 の転移巣を検
出でき、ITC は陰性と診断されることから 31)、子宮頸癌でも今回の結果から同様であ
る可能性は高い。また、RT-LAMP 法の閾値時間と 200～1000 copies/μL の CK19 mRNA
濃度は逆相関関係にあることから（data not shown）、OSNA 法の検出限界は 200
copies/μL であり、ITC と陰性リンパ節を区別することは原理上困難であると考える。
ITC は、子宮頸癌で予後に影響を与えないと報告されていることと 16)、SLN のみに存
在 5)し SLN を摘出することで治療されることから、OSNA 法が ITC を検出できなくて
も患者への不利益はないと考えられる。サンプル 4 と 5 は病理組織診断が転移陰性に
もかかわらず OSNA 法は転移陽性（250 copies/μL 以上）を示した。この 2 つのサンプ
ルついては残存している奇数ブロックから 0.1mm 毎の連続切片を作製し、免疫組織
化学染色（AE1/AE3）にて転移を追加検索したが、奇数ブロックから転移は検出され
なかった。一方、偶数ブロックについては CK19 mRNA を用いたリアルタイム定量
RT-PCR 法による追加検討で組織学的転移陰性リンパ節の Ct 値より低い Ct 値が得ら
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れた（表 6）。従って、サンプル 4 と 5 の不一致の要因は転移が奇数ブロックと偶数ブ
ロックの割面にはなく、偶数ブロックの内部に存在していたために OSNA 法が転移陽
性の結果になったと考えられる。さらに、本研究で病理組織検査によって見出した 3
個の微小転移は OSNA 法で 400、920、1100 copies/μL で、サンプル 4 と 5 はともに 280
copies/μL で前述した微小転移のコピー数に近いことから、サンプル 4 と 5 には微小転
移が含まれていたと推測される。性能評価において OSNA 法の感度が 50%と低感度
であった理由として、これまでに述べたように OSNA 法に対する病理組織検査の感度
もまた 60%であり、今回のリンパ節の分割と配分ではどちらか一方に癌細胞が含まれ
てしまう可能性が考えられた。従って、OSNA 法はリンパ節全体を使用できれば微小
転移と大型転移を 100%検出できると考える。OSNA 法の感度は性能評価で対象とし
た組織学的転移陽性リンパ節数が少なく、特に腺癌症例が含まれていなかったことか
ら、さらに組織学的転移陽性リンパ節を蓄積して評価する必要がある。
OSNA 法は術後の病理学的検討が不可能になるという欠点はあるが、簡便な検査
法であるため労力の軽減と診断効率の向上が期待でき、さらに全リンパ節を使用すれ
ば診断精度の向上も期待される。今後、OSNA 法が普及すれば SLN の迅速診断によ
る縮小手術の一般化が可能となり、リンパ浮腫やそれに伴うリンパ腺炎などの合併症
を発症する患者数の減少が期待される。
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VII. 結論
CK19 mRNA はOSNA法の子宮頸癌におけるリンパ節転移検出マーカーとして有
用であることが示された。OSNA 法による CK19 mRNA の検出は、術中癌転移検査法
として有用で病理学的検索に代わりうる検査法であると考えられる。今後は多施設で
の検討により OSNA 法の有用性が証明されることが望まれる。
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IX. 付図説明
図 1. リンパ節の切り出し方法
OSNA: one-step nucleic acid amplification、SLN: sentinel lymph node
A 最適mRNAマーカーの選択とカットオフ値を決定するためのリンパ節の切り
出し方法。プライム a ブロックはリアルタイム定量 RT-PCR 法または OSNA
法に用い、c ブロックは転移の有無を確認するための病理組織検査用のサンプ
ルとした。
B 性能評価での SLN の切り出し方法。SLN を短軸 2mm 毎に分割し、すべての
割面について H&E 染色による病理組織学的な転移検索を行った。病理組織診
断後、偶数ブロックを OSNA 法のサンプルとした。
図 2. 一次スクリーニングの結果
CK: cytokeratin、SERPINB: serpin peptidase inhibitor, clade B member、PI: peptidase
inhibitor、ANXA8: annexin A8、FXYD: FXYD domain-containing ion transport regulator、
HPV: human papillomavirus
CK19、CK15、CK17、CK4、SERPINB5、SERPINB3、PI3、ANXA8、FXYD3 が扁平
上皮癌と腺癌の組織学的転移陽性リンパ節における発現量が高く、対照的に組織学的
転移陰性リンパ節における発現量が低かったことから一次スクリーニングではこれ
ら 9 つの mRNA が選択された。
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図 3. 二次スクリーニングの結果
● and ▲: 組織学的転移陽性リンパ節、○ and △: 組織学的転移陰性リンパ節、▲
and △: 扁平上皮癌、● and ○: 腺癌
CK: cytokeratin、SERPINB: serpin peptidase inhibitor, clade B member、PI: peptidase
inhibitor、ANXA8: annexin A8、FXYD: FXYD domain-containing ion transport regulator
CK19、CK17、SERPINB5、ANXA8、FXYD3 mRNA に転移陽性リンパ節、陰性リン
パ節間での発現量の差を認めた。これら 5 つの mRNA の中で組織学的転移陽性リン
パ節、転移陰性リンパ節間での発現量の差が最大なのは CK19 であったが、ANXA8
もほぼ同等の発現量の差を有すると考えられた。
図 4. OSNA 法における CK19 mRNA の測定結果とカットオフ値の設定
A 図 1A の切り出し方法に従った OSNA 法の測定結果。（A）：pN0 患者（術後病
理組織診断で所属リンパ節に転移を認めない）、（B）：pN1 患者（術後病理組織
診断で所属リンパ節に転移を認めるが、研究使用リンパ節に転移を認めない）
（C）：組織学的転移陽性リンパ節、*：孤立性腫瘍細胞（原発巣 腺癌）、CK:
cytokeratin、OSNA: one-step nucleic acid amplification
組織学的転移陰性のpN1症例の2個は250 copies/μL以上（270と410 copies/μL）
を呈した。一方、組織学的転移陽性リンパ節の 2 個（2 症例）は 250 copies/μL
未満（37 と 100 copies/μL）を呈し、H&E 標本にて孤立性腫瘍細胞であった。
B ROC 曲線（receiver operating characteristic curves; 受信者動作特性曲線）はカ
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ットオフ値を 25、50、75、100、250、500、750、1000、2500、5000 copies/μL
とした場合の感度と特異度を示した。カットオフ値を 100 copies/μL と 250
copies/μL にした場合が感度と特異度に優れていた。
図 5. OSNA 法における ANXA8 mRNA の測定結果とカットオフ値の設定
A 図 1A の切り出し方法に従った OSNA 法の測定結果。（A）：pN0 患者（術後病
理組織診断で所属リンパ節に転移を認めない）、（B）：pN1 患者（術後病理組
織診断で所属リンパ節に転移を認めるが、研究使用リンパ節に転移を認めな
い）（C）：組織学的転移陽性リンパ節、*：孤立性腫瘍細胞（原発巣 腺癌）、
✝:大型転移（原発巣 腺癌）、✩：大型転移（原発巣 腺扁平上皮癌）、ANXA8:
annexin A8、OSNA: one-step nucleic acid amplification
組織学的転移陰性の p N0 症例で 11 個（80～240copies/μL）が 75 copies/μL 以
上を、9 個（120～240 copies/μL）が 100 copies/μL 以上を呈した。組織学的転
移陰性の pN1 症例では 2 個（270 と 330 copies/μL）が 100 copies/μL 以上呈し
た。一方、組織学的転移陽性リンパ節では 4 個が 75 copies/μL 未満（21、45、
48、84 copies/μL）を呈し、H&E 標本にて 2 個が孤立性腫瘍細胞、2 個が大型
転移であった。
B ROC 曲線（receiver operating characteristic curves; 受信者動作特性曲線）はカ
ットオフ値を 25、50、75、100、250、500、750、1000、2500、5000 copies/μL
とした場合の感度と特異度を示した。カットオフ値を 75 copies/μL と 100
37
copies/μL にした場合が感度と特異度に優れていた。
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表 1. 性能評価症例の臨床病理学的所見
症例 年齢 臨床進行期 組織型 転移 SLN 数/全 SLNs リンパ節郭清方法
病理組織 OSNA
右 左 右 左
1 37 Ib1 扁平上皮癌 0/2 0/1 0/2 0/1 SLNB
2 24 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/1 0/1 0/1 SLNB
3 41 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/1 0/1 0/1 SLNB
4 33 Ib1 扁平上皮癌 0/2 0/1 0/2 0/1 SLNB
5 42 Ib1 扁平上皮癌 0/5 0/2 0/5 0/2 SLNB
6 45 Ib1 扁平上皮癌 0/4 0/1 0/4 0/1 PLA
7 48 Ib1 扁平上皮癌 2/4 0/2 1/4 0/2 PLA
8 43 Ib1 扁平上皮癌 0/2 0/2 0/2 0/2 SLNB
9 35 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/1 0/1 0/1 SLNB
10 34 Ib1 扁平上皮癌 0/7 0/2 0/7 0/2 SLNB
11 34 Ib1 扁平上皮癌 0/4 0/2 0/4 0/2 SLNB
12 31 Ia2 扁平上皮癌 0/1 0/1 0/1 0/1 SLNB
13 37 Ib1 扁平上皮癌 0/1 1/1 1/1 0/1 PLA
14 29 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0 0/1 0 PLA
15 54 Ia1 扁平上皮癌 0/2 0/1 0/2 0/1 SLNB
16 57 Ib1 扁平上皮癌 0/3 0/1 0/3 0/1 SLNB
17 45 Ib1 扁平上皮癌 2/3 0/2 2/3 0/2 PLA
18 31 Ib1 腺癌 0/2 0/2 0/2 0/2 PLA
19 35 Ia1 腺癌 0/1 0/3 0/1 0/3 PLA
20 56 Ib1 腺癌 0/2 0/2 1/2 0/2 PLA
21 35 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/2 0/1 0/2 PLA
22 27 Ib1 扁平上皮癌 0/2 1/1 0/2 0/1 PLA
23 33 Ib1 扁平上皮癌 0/2 0/1 0/2 0/1 PLA
24 33 Ia1 扁平上皮癌 0/1 0/3 0/1 0/3 SLNB
25 39 Ia2 扁平上皮癌 0/2 0/2 0/2 0/2 PLA
26 29 Ib1 扁平上皮癌 0/2 0/1 0/2 0/1 PLA
27 32 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/2 0/1 0/2 PLA
28 32 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/2 0/1 0/2 PLA
29 25 Ib1 扁平上皮癌 0/2 0/1 0/2 0/1 PLA
30 37 Ib1 腺癌 0/1 0/3 0/1 0/3 PLA
31 34 Ib1 扁平上皮癌 0/5 0/1 0/5 0/1 PLA
32 25 Ib1 扁平上皮癌 0/1 0/1 0/1 0/1 PLA
SLN, sentinel lymph node; OSNA, one-step nucleic acid amplification; SLNB, sentinel lymph node biopsy;
PLA, pelvic lymphadenectomy
出典：Gynecol Oncol. 2013; 130: 530-6
表 2. OSNA 法における CK19 mRNA の測定結果とカットオフ値の設定
N=239
病理組織検査
100 copies/μL 250 copies/μL 
陽性 陰性 陽性 陰性
OSNA 法
陽性 21 13 20 2
陰性 1 204 2 215
感度 95.5% 90.9% N.S.
特異度 94.0% 99.1% P<0.05
陽性適中率 61.8% 90.9% P<0.05
陰性適中率 99.5% 99.1% N.S.
一致率 94.1% 98.3% P<0.05
N.S.: not significant, 母比率の差の検定
表 3. OSNA 法における ANXA8 mRNA の測定結果とカットオフ値の設定
N=239
病理組織検査
75 copies/μL 100 copies/μL 
陽性 陰性 陽性 陰性
OSNA 法
陽性 19 13 18 11
陰性 3 204 4 206
感度 86.4% 81.8% N.S.
特異度 94.0% 94.9% N.S.
陽性適中率 59.4% 62.1% N.S.
陰性適中率 98.6% 98.1% N.S.
一致率 93.3% 93.7% N.S.
N.S.: not significant, 母比率の差の検定
表 4. OSNA 法における最適 mRNA マーカーの決定
N=239
病理組織検査
CK19 mRNA ANXA8 mRNA
250 copies/μL 75 copies/μL 100 copies/μL 
陽性 陰性 陽性 陰性 陽性 陰性
OSNA 法
陽性 20 2 19 13 18 11
陰性 2 215 3 204 4 206
感度 90.9% 86.4% 81.8%
特異度* 99.1% 94.0% 94.9%
陽性適中率* 90.9% 59.4% 62.1%
陰性適中率 99.1% 98.6% 98.1%
一致率* 98.3% 93.3% 93.7%
*P<0.05: CK19 vs ANXA8 75 copies/μL, CK19 vs ANXA8 100 copies/μL, 母比率の差の
検定
表 5. 性能評価における OSNA 法と 2mm 毎病理組織検査の結果
SLN 病理組織検査
130 個 大型転移 微小転移 孤立性腫瘍細胞 陰性
OSNA 法
陽性 2 1 0 2
陰性 0 3 0 122
一致率: 96.2%, 感度: 50.0%, 特異度: 98.4%
OSNA, one-step nucleic acid amplification
SLN, sentinel lymph node
出典：Gynecol Oncol. 2013; 130: 530-6
表 6. 性能評価における不一致例の解析
サンプル 2 mm 毎病理検査 OSNA qRT-PCR（CK19）
奇数ブロック 偶数ブロック copies/μL Ct 値
1 微小転移（0.6mm） 陰性 ND 33.6
2 微小転移（1.0mm） 陰性 ND 36.8
3 微小転移（1.05mm） ITC（0.15mm） ND 32.7
4 陰性 陰性 280 28.0
5 陰性 陰性 280 29.5
OSNA, one-step nucleic acid amplification; CK, cytokeratin; ITC, isolated tumor cell;
ND, not detected
出典：Gynecol Oncol. 2013; 130: 530-6
